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Цель. Оценить вклад первичной тканевой несостоятельности, кальцификации, бактериальной контамина-
ции и паннуса в структуру дисфункций биопротезов клапанов сердца. Материал и методы. Оценку дегене-
ративных изменений биопротеза «ЮниЛайн», эксплантированного из митральной позиции, осуществляли 
на основании макроскопического описания, метода световой и электронной сканирующей микроскопии, 
а также метода микрокомпьютерной томографии (микро-КТ). Метод световой микроскопии использовали 
для анализа клеточного состава, присутствия бактерий, солокализации кальцификатов и клеток реципиента. 
Сканирующую электронную микроскопию применяли с целью подтверждения наличия бактерий. Оценку 
деформации элементов биопротеза, распределения кальцификатов и количественного объема кальцификата 
в структуре биоматериала проводили по данным микро-КТ. Результаты. При изучении биопротеза в числе 
причин дисфункций было отмечено присутствие паннуса, кальцификации, первичной тканевой несосто-
ятельности и бактериальной контаминации. Со стороны приточного отдела паннус отмечен с заходом на 
створки, со стороны выводного отдела паннус представлен массивным образованием, расположенным 
по контуру каркаса. Основное расположение кальцификатов отмечено в комиссуральной зоне и в куполе 
створок, общий объем кальцината составил 1/3 часть от биологической составляющей биопротеза. По ре-
зультатам исследования обозначена взаимосвязь кальцификации и напряженно-деформативного состояния 
элементов биопротеза. Выявлена несимметричная деформация каркаса и створок биопротеза с утолщением 
створок в 1,5 раза. В участках с разрыхлением и фрагментацией коллагеновых и эластических волокон отме-
чено наличие форменных элементов крови, в основном эритроцитов и нейтрофилов. В поверхностных слоях 
присутствовали эндотелиальные клетки и клетки фибробластического типа. В местах скопления клеток и 
бактерий признаков начала кальцификации не выявлено. Заключение. По результатам исследования можно 
предположить, что первичная тканевая несостоятельность, кальцификация, бактериальная контаминация 
и паннус вносят независимый вклад в процесс формирования дисфункции биопротезов клапанов сердца.
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первичная тканевая несостоятельность,  инфекционный эндокардит.
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microscopy, and micro-computed tomography (micro-CT). Light microscopy was used to analyze cell composition, 
the presence of bacteria, the localization of calcific deposits and recipient cells. Scanning electron microscopy 
allowed confirming the presence of bacteria. Micro-CT was used to evaluate the deformation of the bioprosthetic 
elements, the distribution of calcific deposits and their volume in the valve tissue. Results. The presence of 
pannus, calcification, primary tissue failure and bacterial contamination were found among the causes leading to 
bioprosthetic dysfunction. Prosthetic leaflets showed pannus growth from the inflow tract. Excessive circumferential 
pannus extended into outflow tract. Calcific deposits were mostly localized in the commissural zone and the central 
portion of the leaflets. The total volume of calcification accounted for 1/3 of the bioprosthetic tissue component. 
The relationship between calcification and stress-strain properties of the bioprosthetic elements has been indicated. 
The asymmetric deformation of the bioprosthetic stent frame and leaflets with 1.5-fold thickening of the last 
has been found. The areas with loose and fragmented collagen and elastic fibers contained red blood cells and 
neutrophils. Endothelial cells and fibroblastic cells were present in the outer surface layers. There were no signs 
of calcification in the areas accumulating cells and bacteria. Conclusion. We can assume that primary tissue 
failure, calcification, bacterial contamination and pannus independently contribute to the onset of bioprosthetic 
heart valve dysfunction.
Key words: heart  valve bioprosthesis,  bioprosthetic  dysfunction,  calcification,  pannus,  primary  tissue 
failure,  infective  endocarditis.
ВВедеНие
Количество пациентов, нуждающихся в прове-
дении повторных операций на клапанном аппарате 
сердца по причине дисфункций ранее имплантиро-
ванных протезов, неуклонно увеличивается ввиду 
постоянного роста популяции оперированных боль-
ных. Ежегодно в РФ с использованием биопротезов 
выполняют 2400 операций протезирования клапанов 
сердца, при этом до 26,4% пациентов подвергаются 
повторной операции по поводу дисфункции биопро-
тезов [1]. Вместе с тем повторные клапанные коррек-
ции сопряжены с повышенным риском летальности 
и осложнений ввиду необходимости повторного до-
ступа к сердцу в условиях измененной анатомии, 
развившегося спаечного и рубцового процесса, бо-
лее выраженной сердечной патологии, усугубления 
сопутствующей патологии, увеличения возраста 
пациента. На долговечность биопротеза оказывают 
влияние пациентоопосредованные факторы, конс-
труктивные особенности биопротеза и способы хи-
мической обработки биоматериала [2]. Несмотря на 
огромное разнообразие биологических протезов, эф-
фективные способы обработки биоматериала, позво-
ляющие радикально решить проблему долговечности 
биопротезов, не найдены. Поэтому исследования, 
выявляющие причины дегенеративных изменений 
биопротезов для формирования расширенного пред-
ставления о механизме развития дисфункции, не те-
ряют своей актуальности и в настоящее время.
В качестве причин дисфункций признаны пер-
вичная тканевая несостоятельность, кальцификация, 
паннус, инфекционный эндокардит [3–6]. Однако ис-
следователи, изучая дисфункции биопротезов, как 
правило, делают акцент на одном из процессов. Ана-
лиз указанных факторов в совокупности в пределах 
одного биопротеза позволит оценить вклад каждого, а 
также последовательность их развития и взаимосвязь.
МАтериАлЫ и МетОдЫ
В исследовании использовали биологический 
протез клапана сердца «ЮниЛайн» (ЗАО «НеоКор», 
Россия), эксплантированный по поводу дисфункции 
в митральной позиции. Возраст пациента на момент 
протезирования – 56 лет. Срок функционирования 
биопротеза в организме пациента составил 5 лет. 
После иссечения биопротез был помещен в раствор 
4% забуференного параформальдегида, произведено 
макроскопическое описание удаленного биопротеза.
Гистологическое исследование
Структурные изменения биологического материа-
ла в процессе функционирования биопротеза оцени-
вали методом световой микроскопии с использова-
нием микроскопа Axio Imager.A1 (Zeiss, Германия). 
Обработку изображений производили с помощью 
программы AxioVision (Zeiss, Германия). В исследо-
вании использовали центральную часть створок от 
свободного края до основания. Для сопоставления 
расположения кальцификатов, клеток реципиента и 
бактерий в пределах одного фрагмента створок были 
приготовлены серийные срезы с последовательным 
расположением срезов на предметные стекла для 
каждого вида окраски. Срезы толщиной 4–6 мкм го-
товили на криотоме Microm HM 525 (Thermo Scien-
tific, Германия). Для идентификации кальцификатов 
на микроструктурном уровне криосрезы окрашивали 
ализариновым красным С. Модифицированную ок-
раску ализариновым красным С с докрашиванием 
DAPI использовали для определения расположения 
клеток реципиента в структуре створок и их рас-
положения относительно кальцификатов. Окраску 
гематоксилином и эозином применяли для оценки 
клеточного состава биологической ткани протеза. 
Наличие бактериальной контаминации оценивали с 
помощью окраски по Граму. Измерение толщин био-
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материала и размеров кальцификатов производили на 
10 серийных срезах для каждого образца.
Сканирующая электронная микроскопия
Метод сканирующей электронной микроскопии 
использовали как дублирующий окраску по Граму 
для подтверждения наличия или отсутствия бактерий 
в структурах биопротеза.
Образцы биоматериала фиксировали в 2% раство-
ре глутарового альдегида. После этого производили 
постфиксацию в течение 4 ч в 1% растворе OsO4, 
затем образцы отмывали 0,1 М фосфатным буфером 
и производили дегидратацию в спиртах восходящей 
концентрации: от 30 до 100% по 10–15 мин в каждом. 
Далее образцы досушивали в термостате, монтиро-
вали на специальные столики и методом ионного 
распыления наносили золото-палладиевое покрытие, 
используя вакуумный пост Emitech SC 7640 (Quorum 
Technologies, Англия). Анализ структуры биоматери-
ала проводили на сканирующем электронном мик-
роскопе S-3400N (Hitachi, Япония).
Микрокомпьютерная томография
Оценку деформации элементов биопротеза, рас-
пределения и объема кальцификатов осуществляли 
методом микро-КТ с использованием опытной моде-
ли томографа «Орел-МТ» (Томский политехнический 
университет, Томск) с разрешающей способностью 
25,4 мкм. Реконструкцию полученных томограмм и 
сегментирование в соответствии с градациями серого 
выполняли с использованием программного обеспе-
чения Mimics (Materialise, США). В процессе изме-






Рис. 1. Основные параметры, измеряемые на получен-
ных томограммах












Рис. 2. Схема расположения биопротеза в митральной позиции. Макропрепарат эксплантированного по причине дис-
функции биопротеза (вид с приточной и выводной сторон): A – антериальная, P – постериальная, M – медиальная 
створки. Стрелки указывают паннус. С приточной стороны пунктиром отмечена фиброзная ткань, сформированная 
на поверхности створки
Fig. 2. Bioprosthesis in the mitral position. A macro specimen made from the explanted failed bioprosthesis (view from inflow 
and outflow portions): A – anterior leaflet, P – posterior leaflet, M – medial leaflets. Pannus is indicated with arrows. Fibrous 
tissue extended to the leaflet is indicated with a dotted line from the inflow portion
ответствующих плоскостям гистологических срезов, 
оценивали следующие показатели: H – высота зоны 
кооптации, α – угол провисания створки, R – радиус 
кривизны створки, D – диаметр каркаса, β – угол на-
клона стойки проволочного каркаса протеза (рис. 1).
Для проведения объемного рендеринга, пост-
роения проекций максимальной интенсивности и 
усредненных проекций использовали программное 




На стойках каркаса и на самом каркасе выявлены 
признаки массивного фиброза с заходом на створки – 
формирование паннуса (рис. 2). Большая площадь 
наползания фиброзной ткани на створки отмечена 
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с приточной стороны. В свою очередь, с выводной 
стороны паннус был более массивный по толщине, но 
локализован только по основанию створок. Также от-
мечено незначительное зарастание фиброзной тканью 
створок по верхушкам стоек каркаса. Для всех ство-
рок наблюдали утолщение с потерей эластичности.
По расположению биопротеза относительно анато-
мии естественного митрального клапана было принято 
следующее обозначение створок биопротеза: A – анте-
риальная, P – постериальная, M – медиальная (рис. 2).
Между тремя створками были отмечены различия 
по степени кальцификации. Более массивную каль-
цификацию, занимающую практически всю площадь, 
наблюдали для постериальной створки, в которой 
свободными от кальцификатов были только основа-
ние и свободный край до зоны кооптации, исклю-
чая комиссуральную зону. Медиальная створка была 
кальцинирована в комиссуральной зоне, смежной с 
постериальной створкой. При этом кальцификат за-
нимал площадь от комиссуральной зоны до купола, 
свободный край был без признаков кальцификации. 
В антериальной створке отмечены небольшие каль-
цификаты, расположенные в комиссуральных зонах 
и в куполе со смещением в сторону основания.
Микрокомпьютерная томография
Томограмма среза, проходящего через центр ме-
диальной створки (М-срез) (рис. 3), продемонстри-
ровала несимметричность свободного края створки, 
и как следствие, нарушение геометрии зоны кооп-
тации. Высота зоны кооптации медиальной створки 
составила 2,14 мм, для постериальной и антериаль-
ной створок – 3,42 и 3,12 мм соответственно. Для 
постериальной створки был отмечен наименьший 
радиус кривизны – 22,0 мм и угол провисания – 22,7°. 
Аналогичные показатели для медиальной и антери-
альной створок составили 6,15 мм, 30,9° и 7,20 мм, 
26,0° соответственно.
Постерио-антериальная стойка проволочного кар-
каса в большей степени отклонялась от исходного 
значения (84°). Угол наклона для данной стойки со-
ставил 73,4°. Для медиально-антериальной и посте-
рио-медиальной стоек угол наклона составил 80,0° 
и 79,7° соответственно. Диаметр каркаса во всех 
трех срезах незначительно отклонялся от исходного 
30,48 мм: 30,68 (M-срез), 30,22 мм (А-срез) и 28,96 
(P-срез) (рис. 3).
По результатам микро-КТ, кальцификации в 
большей степени была подвержена постериальная 
створка, медиальная створка была кальцинирована 
преимущественно со стороны постерио-медиальной 
стойки. Объемный рендеринг позволил наглядно ви-
зуализировать кальцинаты в области стоек каркаса 
(рис. 4).
Согласно полученной гистограмме градаций се-
рого, было выделено два основных пика в диапазоне 




Рис. 3. Томограммы, соответствующие гистологическим срезам и принятому обозначению створок (на ч/б снимках 
красной линией показан контур проволочного нитинолового каркаса, фиолетовой – контур полипропиленового кар-
каса)
Fig. 3. Micro-CT images, corresponding to histological sections and accepted designation of the heart valve leaflets (black and 
white images: red line marks the nitinol frame, purple line marks the polypropylene frame)
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каса, 3700–10 000 для кальцинатов, 10 000–65 535 для 
проволочного каркаса. В соответствии с данными диа-
пазонами было выполнено сегментирование. Общая 
площадь поверхности сетки кальцинатов составила 
4640 мм2. По результатам измерения объемов сег-
ментированных тел были получены следующие зна-
чения: совокупный объем кальцинатов 1499,68 мм3, 
проволочного каркаса 67,76 мм3, биоматериала (за 
вычетом полипропиленового каркаса) 4918,5 мм3. Та-
ким образом, соотношение кальций / биологическая 
ткань составило 0,305.
Гистологическое исследование  
и сканирующая электронная микроскопия
В центральной части постериальной и медиаль-
ной створок выявлены массивные кальцификаты 
протяженностью до 8,5 и 5 мм соответственно, ло-
кализованные в куполе створок. Толщина кальци-
фикатов варьировала от 0,3 до 0,68 мм. В основании 
медиальной створки (в участке, примыкающем к 
каркасу) отмечена кальцификация, не имеющая ло-
кализационной связи с кальцинатом купола створки.
Максимальная толщина кальцинированных участ-
ков постериальной и медиальной створок достигала 
1,01 и 1,46 мм соответственно, что превысило исход-
ную толщину створки в 1,2 и 1,9 раза соответственно 
(р < 0,05). На поверхности медиальной створки со 
стороны приточного отдела наряду с остатками пе-
рикарда отмечена фиброзная ткань толщиной 0,2 мм, 
расположенная монолитным слоем от основания 
створки вдоль всего кальцификата. В свободном 
крае постериальной створки не выявлено признаков 
кальцификации, однако толщина данного участка 
была увеличена относительно исходной в 3,4 раза 
(р < 0,05) и составила 2,64 мм.
В основании и на границе с кальцификатом посте-
риальной и медиальной створок, а также в свободном 
крае постериальной створки выявлены дегенератив-
ные изменения биоматериала, такие как разрыхле-
ние и фрагментация коллагеновых и эластических 
волокон. На данных участках отмечено присутствие 
клеток крови: эритроцитов, нейтрофилов, единичных 
эозинофилов (рис. 5). При этом признаков гемолиза, 
активного фагоцитоза и воспаления на данных участ-
ках не выявлено. Наличие в ткани клеток крови также 
отмечено в поверхностных слоях ткани с приточ-
ной поверхности всех створок биопротеза. В зонах 
скопления клеток, как с поверхности, так и в толще 
ткани, признаков начала процесса кальцификации 
не обнаружено.
Единичные клетки фибробластического типа вы-
явлены в поверхностных слоях створок, их более 
массовое присутствие отмечено в паннусе: ближе к 
поверхности данные клетки по фенотипу можно от-
нести к фибробластам, в более глубоких слоях, ближе 
к ткани биопротеза, – к фиброцитам. На поверхности 
створок местами отмечена эндотелиальная выстилка.
Антериальная створка в центральной части также 
не имела признаков кальцификации, при этом толщи-
на створки была увеличена относительно исходной в 
области свободного края в 1,96 и купола в 1,25 раза 
(р < 0,05), составив 1,51 и 0,96 мм соответственно. 
В основании створки достоверного увеличения тол-
щины не наблюдали. Толщина паннуса в основании 
створки со стороны выводного отдела составила 
0,91 мм. Утолщение створки было без признаков 
кальцификации и разрыхления, напротив, на дан-
ных участках отмечено уплотнение структур биоло-
гического материала с признаками гомогенизации. 
В данных участках получена положительная окрас-
ка по Граму, а методом сканирующей электронной 
микроскопии выявлено наличие объектов, по форме 
и размерам (от 0,5 до 1,5 мкм) напоминающих ста-
филококки (рис. 6). Активной клеточной реакции 







Рис. 4. Двумерная усредненная проекция, 2D-проекция максимальной интенсивности и 3D-псевдо-цветной объем-
ный рендеринг
Fig. 4. Two-dimensional average image, 2D maximum intensity projection and 3D pseudo-color volumetric rendering
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А 1000 μm 50 μm
М 1000 μm 50 μm
Р 1000 μm 50 μm
Рис. 5. Криостатные срезы центральной части створок эксплантированного биопротеза. Слева представлены препа-
раты створок от свободного края (слева) до основания (справа), окраска ализариновым красным С, ×50. А – антери-
альная створка, в основании створки паннус (*); М – медиальная створка; Р – постериальная створка. Кальцификат 
бурого цвета, указан стрелками. Справа препараты с присутствием клеток крови и фибробластоподобных клеток, 
окраска гематоксилином и эозином, ×400
Fig. 5. Cryostat sections of bioprosthetic leaflet central part. The left image – the leaflet sections from the free edge (on the 
left) to the base (on the right), alizarin red S staining, ×50. A – anterior leaflet with pannus in its base (*); M – medial leaflet; 
P – posterior leaflet. Arrows indicate dark brown calcific deposits. Blood cells and fibroblast-like cells within the leaflet tissue 




Операция по замене естественного клапана серд-
ца биопротезом запускает естественную реакцию 
организма с образованием соединительной ткани 
по типу рубца на месте иссеченного клапана [7]. 
Образование соединительно-тканной капсулы яв-
ляется типичной защитной реакцией организма 
на внедрение инородного тела [8], однако разрас-
тание соединительной ткани (паннуса) зачастую 
приводит к нежелательным последствиям как для 
механических [9], так и биологических протезов 
клапанов сердца [3, 10, 11]. В составе паннуса оп-
ределяют коллагеновые волокна, фибронектин и 
клетки фибробластического типа [10, 11]. Коллаге-
новые волокна формируют жесткую структуру за 
счет плотности расположения и отсутствия необхо-
димой извитости. При этом объемное образование 
паннуса со стороны выводного отдела уменьшает 
площадь эффективного отверстия клапана, а фиб-
розная ткань, образованная на поверхности створок, 
придает дополнительную жесткость створчатому 
аппарату, снижая его подвижность [3], приводя к 
перераспределению напряжения на створчатом ап-
парате. Данные изменения закономерно приводят к 
повышению давления закрытия (гемодинамическо-
му стрессу) и увеличению градиента давления на 
клапане [11]. Кроме того, вследствие значительной 
асимметричной деформации стоек каркаса с изме-
нением угла наклона и растяжением биологической 
ткани под действием интенсивной циклической на-
грузки в процессе функционирования в организме 
пациента в створках биопротеза происходит пере-
распределение напряжения. При этом циклическое 
а б
50 μm
Рис. 6. Антериальная створка: а – криостатный срез с окраской по Граму; в поверхностном слое отмечены колонии 
бактерий; ×400; б – сканирующая электронная микроскопия участка створки, эквивалентного участку с положитель-
ной окраской на бактерии; стрелками указаны бактерии
Fig. 6. Anterior leaflet: а – a gram-stained cryostat section; colonies of bacteria are found in the outer surface layer; ×400; б – 
SEM images of the leaflet section corresponding to the gram stain positive section; arrows indicate bacteria
напряжение неизбежно приводит к усталости био-
материала, которая локализована в куполе и комис-
суральной зоне створок [12]. По данным настоящего 
исследования, основная масса кальцификатов была 
расположена именно в зонах, более подверженных 
усталости.
Результаты микро-КТ позволяют предположить 
наличие взаимосвязи напряженно-деформирован-
ного состояния узлов конструкции биопротеза и 
степени кальцификации. Постериальная створка с 
наименьшим радиусом кривизны и углом провисания 
находилась в наиболее напряженном состоянии, при 
этом ее кальцификация была наиболее выражена. 
Полученные результаты согласуются с литератур-
ными данными, предполагающими первостепенное 
влияние напряжения материала на скорость кальци-
фикации [4, 13].
Присутствие в створках как массивных, так и 
обособленных более мелких кальцификатов может 
являться свидетельством того, что формирование 
более крупного конгломерата происходит за счет 
роста и объединения нескольких мелких, образо-
ванных независимо друг от друга [4, 14]. При этом 
рост кальцификата сопровождается разрушением и 
замещением органической составляющей матрикса 
на кристаллы фосфата кальция [14], что, в свою оче-
редь, приводит к повышению жесткости и хрупкости 
кальцинированной ткани, и как следствие, к повы-
шению напряжения в прилегающих к ним участках 
биоматериала. Наличие остатков перикарда вокруг 
сформированного крупного кальцификата характери-
зует данную кальцификацию как внутреннюю, когда 
центры нуклеации фосфата кальция расположены в 
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толще материала [13, 14]. В то же время значитель-
ное увеличение толщины створок в кальцинирован-
ных участках дает основание полагать, что кристал-
лы фосфата кальция растут с большей скоростью, 
чем происходит процесс замещения биологической 
ткани.
Стоит отметить, что увеличение толщины створ-
чатого аппарата является как следствием разрастания 
кальцификатов, так и результатом дегенеративных 
изменений биоматериала, таких как разрыхление и 
фрагментация коллагеновых волокон без признаков 
кальцификации, которые также вносят свой вклад 
в дисфункцию биопротеза. Разрыхление и фраг-
ментация коллагеновых волокон в большей степе-
ни отмечены в основании створок, вблизи крупных 
кальцификатов и в свободном крае в случае наличия 
в створке массивного кальцификата, что, безуслов-
но, является закономерным явлением, связанным с 
повышением жесткости материала в области каль-
цификата, приводящим к повышению напряжения 
в прилегающих тканях.
Учитывая факт присутствия клеток крови толь-
ко в участках ткани с разрыхлением, можно пред-
положить, что они попадают в ткань в процессе 
диффузии. Несмотря на достаточное количество 
работ, рассматривающих клеточно-опосредован-
ную теорию кальцификации [6], в настоящем ис-
следовании взаимосвязь клеток реципиента с про-
цессами кальцификации не выявлена. Отсутствие 
кальцификатов в местах скопления клеток, а также 
отсутствие клеток вблизи мелких кальцификатов 
ставит под сомнение первостепенную роль кле-
ток реципиента в процессе кальцификации. Ана-
логичные результаты были получены Honge et al. 
(2011) [15]. Таким образом, присутствие в ткани 
биопротеза клеток можно рассматривать как про-
блему дегенеративных изменений биоматериала 
без кальцификации.
В настоящем исследовании не установлена взаи-
мосвязь бактерий с процессами кальцификации – 
на участках створок с бактериями кальцификации 
не выявлено, однако не вызывает сомнений вклад 
бактериальной контаминации в дегенеративные из-
менения биоматериала, приводя к его утолщению 
и повышению жесткости. В литературе встречают-
ся работы, показывающие наличие инфекционного 
эндокардита без общепринятых признаков, таких 
как лихорадка, положительные посевы крови, на-
личие вегетаций, клеточная реакция в пораженных 
тканях [5]. Можно предположить, что отсутствие 
клеточной реакции на участке с бактериальной кон-
таминацией, а также наличие гомогенных структур 
на данных участках является следствием перехода 
микроорганизмов в метаболически не активное со-
стояние за счет привлечения фибрина, защищающего 
их от эрадикации.
ЗАКлЮчеНие
По результатам исследования можно предполо-
жить, что первичная тканевая несостоятельность, 
кальцификация, бактериальная контаминация, пан-
нус вносят независимый вклад в процесс формиро-
вания дисфункции биопротезов клапанов сердца и 
могут присутствовать в структуре биопротеза одно-
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